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摘要  将转草鱼生长激素基因黄河鲤(♂)与改良四倍体鲫鲤(♀)交配, 获得 100%三倍
体子代“鲤鱼”. 通过特异引物 PCR检测, 子代鲤鱼包括转基因(简称阳性鱼)和非转基因
(简称阴性鱼)两部分, 其中阳性鱼占总检测鱼数的 44.2%; 染色体检测表明, 子代转基
因鲤鱼的染色体数目为 3n=150; 组织切片结果表明性腺不能发育成熟; 在同龄的鲤鱼
繁殖季节(24月龄), 转基因三倍体鲤鱼仍不能产生成熟配子. 阳性和阴性三倍体鲤鱼在
形态上无明显差异, 它们的体侧扁, 近似纺锤形, 体色青灰, 有两对口须, 大部分可测
量性状和可数性状都介于父母本之间, 表现出杂种特征. 2 年同塘养殖结果表明, 阳性
鱼的平均体重为阴性鱼的 2.3 倍; 其中最大阳性鱼个体的体重为最大阴性鱼的 2.91 倍. 
因此, 本研究不仅证实了转基因三倍体鲤鱼的生长快速特性, 而且第一次用实验消除
了转基因鲤鱼养殖应用上的生态安全之虑. 

























四倍体鱼群体已连续繁育了 18 代(F3~F18). 近年来, 
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供重要的实验数据. 
1  材料和方法 






1.2  实验方法 
在 2008 年繁殖季节, 挑选成熟度较好的雄性转
草鱼生长激素基因黄河鲤和雌性改良异源四倍体鲫
鲤, 人工催产和受精, 受精卵在培养皿中孵化, 水温
为(20±2)℃, 共获得三倍体鲤鱼苗约 10000 尾. 2008 年 4
月 20 日将所有鱼苗养于 28 m2 的水泥池中至长 3 cm 左
右, 7 d 后随机取 500 尾同等规格的幼鱼转至 1200 m2
的土质实验鱼塘饲养, 投喂鲤鱼商品饲料, 每月定期
取样观察检测. 
(ⅰ) 总 DNA 的提取.  2009 年 4 月从实验鱼塘
中随机取池养杂交后代 12 月龄鱼 15 条, 尾鳍静脉采
血 , 酸 性 柠 檬 酸 葡 萄 糖 溶 液 (ACD) 抗 凝 , 血 液 总
DNA 的提取按照上海 Sangon 的 UNIQ210 柱式基
因组 DNA 抽提试剂盒进行, 检测总 DNA 质量和纯
度后, −20℃保存备用. 
(ⅱ) 转基因检测.  同时取上述 15 条鱼的基因
组 DNA, 进行草鱼特异性生长激素基因片段的 PCR
扩增 , 从而将转基因鱼(阳性鱼)和非转基因鱼(阴性
鱼)区分开. PCR 检测用的上游引物为 5′-CATTTACA 
GTTCAGCCATGGCTAGA-3′, 下游引物为 5′-AGCA 
CCACCGACAACAGCACTAATG-3′, 目标片段为 328 
bp. PCR 反应程序为: 94℃预变性 5 min; 扩增 35 个循
环(94℃变性 30 s; 60℃退火 30 s; 72℃延伸 30 s); 最后
72℃终延伸 5 min. 于 2009 年 11 月再次检测 253 尾
三倍体杂交后代. 
(ⅲ) 染色体组 DNA 总量分析.  分别抽取红鲫、
转基因三倍体鲤鱼和非转基因三倍体鲤鱼的尾静脉
血液 , 用流式细胞仪测定 DNA 的含量 , 以红鲫的
DNA 含量值为标准. 
(ⅳ) 染色体的制备.  取 60 尾转基因三倍体鲤
鱼进行肾细胞染色体制备 , 制备过程如下 : 在 18~ 
22℃水温下培育实验鱼 1~3 d 后, 对实验鱼注射植
物血凝素 1~3 次,每次剂量为 2~8 μg/g 体重, 间隔时
间为 12~24 h, 在解剖取材前 2~6 h, 注射秋水仙素, 
剂量为 2~4 μg/g 体重, 取出肾组织, 在生理盐水下碾
磨, 在 20℃下用 0.075 mol/L KCl 低渗处理 40~60 min, 
然后用冰醋酸: 甲醇(1:3)固定肾细胞 1~3 次, 在冰冻
载玻片上滴片, 显微镜下观察染色体的形态和数目. 
(ⅴ) 性腺组织切片.  随机取 24 月龄的转基因三
倍体鲤鱼和非转基因三倍体鲤鱼各 20尾以及 24月龄对
照组二倍体鲤鱼 20 尾, 解剖后用 Bouin’s 液固定所取
性腺, 经一系列酒精脱水, 二甲苯透明, 石蜡包埋, 连
续切片厚度为 6~8 μm, HE 染色 , 中性树胶封片 , 
Olympus 显微镜镜检并对部分材料进行显微摄影, 性
腺分期按刘筠等采用的鲤科鱼类的分期标准[12]. 
2  结果 




者体呈纺锤形, 背部较高, 腹部圆, 体色一般, 背部
为灰黑色 , 腹部为银灰色 ; 口端位 , 口角有须两对 , 
眼小 , 侧上位 , 鳃耙短 , 呈三角形 , 体被圆鳞 , 侧线




2.2  转基因三倍体鲤鱼的检测 
PCR 产物在 1.2%琼脂糖凝胶电泳中分离, 其中 
 
图 1  转基因三倍体鲤鱼与非转基因三倍体鲤鱼的外形比较 
转基因三倍体鲤鱼(左)与非转基因三倍体鲤鱼(右)在水族箱中的外形
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从转基因三倍体鲤鱼的基因组 DNA 中扩增出阳性检
测片段, 长度为 328 bp, 而非转基因三倍体鲤鱼则无
目的片段扩增. 回收目的片段. 对扩增片段进行亚克
隆、测序, 确定目的片段属于草鱼的生长激素基因片
段, 电泳图及测序结果见图 2.  
2.3  转基因三倍体鲤鱼 DNA 含量分析 
分别抽取红鲫、转基因三倍体鲤鱼和非转基因
三倍体鲤鱼的尾静脉血液, 用流式细胞仪测定 DNA
的含量, 以红鲫的 DNA 含量值为标准. 实验结果见
表 1. 
2.4  转基因三倍体鲤鱼的染色体数目 
肾细胞制片法检测转基因三倍体鲤鱼的染色体
数目. 研究表明, 转基因三倍体鲤鱼的染色体数目集
中在 145~150 区域. 通过对 500 个分裂相进行计数, 
染色体数目为 150 的总数百分比为 88%, 说明该三倍
体鲤鱼的染色体数目为 3n=150. 实验结果见图 3. 
 
图 2  PCR检测草鱼生长激素基因序列 
以 15 条三倍体鲤鱼总 DNA 为模板, PCR 扩增结果, 其中 2, 3, 7, 8, 10, 
13, 14 为目的片段, 草鱼生长激素基因部分序列如下: CATTTA-
CAGTTCAGCCATGGCTAGAGGTATGGATATGATGCTTTCTG 







表 1  转基因三倍体鲤鱼的 DNA含量 a) 
序号 实验鱼名 DNA 含量 比值 备注 





















a) *, 该比值与 1:1.5 的比值没有显著差异(P>0.05). DNA 含
量的测定结果说明了转基因三倍体鲤鱼的三倍体性 
 
图 3  转基因三倍体鲤鱼染色体 
12 月龄转基因三倍体鲤鱼染色体, 3n=150. 标尺示 4 μm 
2.5  转基因三倍体鲤鱼的性腺显微结构观察 
于 2009 年 4 月和 2010 年 4 月这 2 个繁殖季节对
12 月龄和 24 月龄转基因三倍体鲤鱼和非转基因三倍
体鲤鱼进行随机检测发现 : 无一尾鱼能挤出精液或
卵粒, 将 2 种鱼的精巢与卵巢分别比较, 均无差异. 在
繁殖季节, 红鲫、改良四倍体鲫鲤均可挤出精液或卵
粒. 组织学切片结果表明, 24 月龄的转基因三倍体鲤
鱼和非转基因三倍鲤鱼的精巢小叶周围可见浅染的
精原细胞及精巢小叶中央可见深染的精子细胞 , 未
见成熟精子, 精巢败育. 24 月龄的转基因三倍体鲤鱼
和非转基因三倍体鲤鱼的卵巢处于Ⅰ期 , 其中布满
Ⅰ时相卵母细胞, 未见成熟的卵子, 卵巢败育. 24 月龄
对照组二倍体鲤鱼精巢中可以观察到大量成熟的精
子, 24 月龄对照组二倍体鲤鱼卵巢为青灰色, 血管密
布, 为Ⅳ期卵巢, 胞质中充满卵黄. 实验结果见图 4.  
2.6  生长速度 
2009 年 11 月 20 日, 从实验鱼塘中网捕得 253
尾三倍体鲤鱼, 经 PCR 检测区分, 转基因三倍体鲤
鱼为 112 尾(占随机群体 44.2%), 平均体重为 1263 g; 
非转基因三倍体鲤鱼为 141 尾(占随机群体 55.8%), 
平均体重为 547 g, 转基因三倍体鲤鱼的平均体重为
非转基因三倍体鲤鱼体重的 2.3 倍. 其中转基因三倍
体鲤鱼最大个体为 2080 g, 非转基因三倍体鲤鱼最
大个体为 713 g, 由此可以看出同池饲养下转基因三
倍体鲤鱼具有非常明显的快速生长特性.   
3  讨论 
本研究首次通过倍间杂交法获得转基因三倍体
鲤鱼, DNA 含量分析及染色体制片分析表明, 倍间杂
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图 4  三倍体鲤鱼性腺结构与二倍体鲤鱼性腺结构 
(a) 24 月龄转基因三倍体鲤鱼的精巢, 在精巢小叶内没有成熟的精子. 
标尺示 10 μm; (b) 24 月龄转基因三倍体鲤鱼的卵巢, 其卵巢中没有 II
时相以上的卵母细胞. 标尺示 10 μm; (c) 24 月龄非转基因三倍体鲤
鱼的精巢, 在精巢小叶内没有成熟的精子. 标尺示 10 μm; (d) 24 月龄
非转基因三倍体鲤鱼的卵巢, 其卵巢中没有Ⅱ时相以上的卵母细胞. 
标尺示 10 μm; (e) 24 月龄对照组二倍体鲤鱼的精巢, 箭头所指为精
巢小叶内的大量成熟精子. 标尺示 10 μm; (f) 24 月龄对照组二倍体鲤 














鲫已在生产上应用约 20 年, 其不育的特性经历了时
间的检验, 至今没有发现 1 例三倍体湘云鲫可育的例
子 . 可育的三倍体鱼主要以雌核发育的方式繁殖后 







形成了 50 个二价体和 50 个单价体, 导致减数分裂不
能正常进行, 使性腺发育受阻而败育, 而在四倍体鲫
鲤和红鲫的生殖细胞的第一次减数分裂过程中的正
常染色体配对可分别形成 100 个二价体和 50 个二价
体 [16]. 通过对不同倍性鱼垂体细胞和超显微结构比
较发现, 在繁殖季节, 四倍体鲫鲤的促性腺激素(gon- 
adotropin, GTH)分泌细胞所占比例最高, 二倍体红鲫
次之, 三倍体鲫鱼最少; 三倍体鲫鱼中腺垂体 GTH
细胞中的分泌颗粒和分泌小球在繁殖季节没有大量
排 出 , 而 四 倍 体 鲫 鲤 和 二 倍 体 红 鲫 明 显 有 大 量 排
出 [17]. 促 性 腺 激 素 释 放 激 素 (gonadotropin-releasing 
hormone, GnRH), 促 性 腺 激 素 和 促 性 腺 激 素 受 体
(gonadotropin receptor, GTHR)是下丘脑-垂体-性腺轴
的重要组成部分. Gnrh2, Gthβ, Gthr 三种基因均参与
性腺发育的调控, 研究发现 Gthr 在三倍体鲫鱼性腺
中的表达水平明显低于四倍体鲫鲤和二倍体红鲫性
腺中的表达水平 , 这样削弱了三倍体鲫鱼性腺中的


























性鱼的平均体重为阴性鱼平均体重的 2.3 倍, 最大的





效率比对照鱼高约 20%~35%[20~22]. 1 龄转基因银大马
哈鱼平均饵料转化效率分别是同龄对照鱼及相同体
重的 2 龄对照鱼的 3.76 倍和 1.72 倍[23]. 转基因泥鳅
和荷那龙罗非鱼(Oreochromis hornorum)饵料转化效
率也分别比对照鱼提高了 1 倍和 1.9 倍[24,25].  
转基因三倍体鲤鱼的大部分可测量性状和可数
性状都介于父母本鲤鱼和四倍体鲫鲤之间 , 体现出
杂种特征, 观察结果表明, 转基因三倍体鲤鱼体侧扁, 











了良好的实验体系. 2010 年繁殖季节, 我们已用纯合
子的转草鱼生长激素基因二倍体黄河鲤与改良四倍
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The fast growth and sterility of the growth hormone gene transgenic 
triploid carps 
YU Fan1, XIAO Jun1, LIANG XiangYang1, LIU ShaoJun1, ZHOU GongJian1, LUO KaiKun1, 
LIU Yun1, HU Wei2, WANG YaPing2 & ZHU ZuoYan2 
1
 Key Laboratory of Protein Chemistry and Fish Developmental Biology of Ministry of Education of China, College of Life Sciences, Hunan Normal 
University, Changsha 410081, China; 
2
 State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China 
Triploid carps (100%) with 150 (3n=150) chromosomes were obtained by crossing improved tetraploid hybrids ( , 4♀ n=200) of 
red crucian carp common carp with diploid yellow river carp (♂, 2n=100). Using PCR detection with specific primers, the 
transgenic triploid carps (positive triploid fish) which accounted for 44.2% and the non-transgenic triploid carps (negative trip-
loid fish) were identified from the triploid carps. On tissue sections, the gonads of 24-month-old positive triploid fish were 
found to be sterile, and were not able to produce mature gametes during the breeding season. Morphologically, both the positive 
and negative triploid fish were similar. They had a spindle-shaped, laterally compressed, steel grey body with two pairs of bar-
bels. Most of the countable and measurable traits of the triploid carps were intermediate between those of the two parents. Over 
the last 2 years, the positive and negative triploid fish have been raised in the same ponds. The mean body weight of the positive 
triploid fish was 2.3 times higher than that of the negative triploid fish. The highest body weight of the positive triploid fish was 
2.91 times higher than that of the negative triploid fish. Thus, this study produced fast-growing transgenic triploid carps with 
reduced ecological risk because of their inability to mate and produce progeny. 
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